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 IL（interleukin; インターロイキン）-23 は、粘膜免疫における重要な役割を担って
いる。その受容体 IL-23R は主に Th17細胞に発現しており、IL-23 は IL-23R および細
胞内シグナル分子 STAT3（signal transducers and activator of transcription 3; シグナル伝
達兼転写活性化因子 3）を介して IL-17 をはじめとする炎症性サイトカインの産生に
寄与し、IBD（inflammatory bowel disease; 炎症性腸疾患）の病態に関与している。IL-13





内分泌細胞の細胞株 KRJ-Iを用い、10 ng/ml の rhIL-23（recombinant human IL-23; 組





り網羅的に解析した。抽出された遺伝子について定量 PCR（polymerase chain reaction; 
ポリメラーゼ連鎖反応）法、ウエスタンブロット法、ELISAにより発現上昇を確認し
た。また、STAT3 阻害剤の影響を検討した。その結果、KRJ-I において IL-23 刺激に
より STAT3のリン酸化が誘導されること、SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3)、














重要や役割を担っている 1) 2) 3)。IL-23受容体も、IL-23R サブユニット（IL-23受容体
に特有）と IL-12Rβ1 サブユニット（IL-12 受容体と共有）から成るヘテロ二量体であ
る 4)。IL-23R は免疫細胞に発現していると報告されているが、最も重要と言われるの
が、ヘルパーT細胞のサブセットである Th17 細胞での発現である 4)。ナイーブ CD4+ 
T細胞が Th17細胞に分化すると、IL-23R を発現するようになる。Th17細胞の IL-23R
に IL-23が結合すると、細胞内シグナル分子 STAT3（signal transducers and activator of 
transcription 3; シグナル伝達兼転写活性化因子３）のリン酸化が惹起され、このシグ
ナルによって IL-17 をはじめとした生理的および病的な免疫反応に関与するサイトカ
インの産生が起こる 5) 6)（図 1）。Th17細胞は、種々の炎症性疾患や自己免疫疾患に深
く関与しているとされ、近年特に注目されている 7) 8)。 




ける IL-23の産生が亢進している 3) 9)。また、マウスの T細胞性腸炎モデルにおいて、
IL-23 は腸炎の発現に必須である 2)。例えば、腸炎モデルマウスから分離されたメモ
リーCD4+ T 細胞における Th17 サイトカイン産生は、10ng/ml の IL-23 存在下ではじ
めて亢進すると報告されている 2)。さらに、近年のゲノムワイド関連解析法において、
IL-23R や STAT3がクローン病の疾患感受性遺伝子の候補として報告されている 10) 11) 
12)。ただし IL-23 により惹起される腸炎は、必ずしも IL-17 の産生とは連動していな
いとの報告があり 13)、IL-23 は Th17 細胞以外の細胞を介して腸炎を引き起こしてい
る可能性が考えられる。 
腸管上皮は、腸管内壁を覆う１層の細胞層であり、消化吸収機能のみならず、腸管



































アビジン-ビオチン-ペルオキシダーゼ）キット（ニチレイ, 東京）による SAB-PO 法




 1) と同様のパラフィン包埋切片と SAB-POキットを用いた。100 倍希釈のウサギ抗
ヒト IL-23R ポリクローナル抗体を 4℃で一晩反応させた後、SAB-POキットのビオチ
ン化ヤギ抗ウサギ IgG を反応させ、Fluorescein-Avidin D Cell Sorter Grade (Vector 
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Laboratories, Burlingame, CA, USA) で染色した。その後、100倍希釈のヤギ抗ヒト CgA
ポリクローナル抗体 (LifeSpan Biosciences) を室温で 1時間反応させ、SAB-POキット
のビオチン化ウサギ抗ヤギ IgGで反応させて、Texas Red-Avidin D Cell Sorter Grade 
(Vector Laboratories) で染色した。対比染色をヘマトキシリンで行った。 
 
3) 細胞株 KRJ-Iの培養、rhIL-23（recombinant human IL-23; 組換えヒト IL-23）による
刺激 
 小腸由来 EC cell の細胞株 KRJ-I を用いた 20)。KRJ-I 細胞株は、Yale University の
Dr. Mark Kidd が保有しているものである。KRJ-Iは、2% ペニシリン-ストレプトマイ
シン溶液 (Gibco/Life Technologies, Grand Island, NY, USA) が添加された Quantum 263
培地 (PAA Laboratories, Pasching, Austria) にて、5% 二酸化炭素、37℃の加湿環境下に
継代培養した。 
KRJ-Iを IL-23で刺激する際は、rhIL-23 (HumanZyme, Chicago, IL, USA) を培地中に





 培養細胞からの蛋白抽出は、メーカーの説明に従って、M-PER Mammalian Protein 
Extraction Reagent (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) を用いて行った。蛋白濃度は
Bradford法により計測した。蛋白（1ウェルにつき全蛋白量 20 μg）は SDS-PAGE（sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動）により分離し、PVDF （polyvinylidene fluoride; ポリビニリデ
ンフルオライド）メンブレンに 30ボルト、1時間の条件で転写した。PVDFメンブレ
ンは 5% スキムミルクまたは 2% ウシ血清アルブミンで 1時間ブロッキング処理をし
た後、一次抗体を 4℃で一晩反応させた。その後、二次抗体を室温で 1 時間反応させ
た。化学発光検出には SuperSignal West Pico Chemiluminescent (Thermo Scientific) を用
いた。ウサギ抗ヒト IL-23R ポリクローナル抗体 (LifeSpan Biosciences) は 1000 倍希
釈、マウス抗ヒト STAT3 モノクローナル抗体（コスモバイオ, 東京）は 200 倍希釈、
ウサギ抗ヒト p-STAT3（phospho-STAT3; リン酸化 STAT3）モノクローナル抗体 
(Epitomics, Burlingame, CA) は 1000 倍希釈、マウス抗ヒト SOCS3 (suppressor of 
cytokine signaling 3) モノクローナル抗体 (OriGene Technologies, Rockville, MD, USA) 
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は 1000 倍希釈、マウス抗ヒト β アクチンモノクローナル抗体 (Applied Biological 
Materials, Richmon, Canada) は 2000倍希釈で用いた。HRP（horseradish peroxidase; セ
イヨウワサビペルオキシダーゼ）標識ヤギ抗ウサギ IgG 二次抗体および HRP 標識ヤ
ギ抗マウス IgG二次抗体は、それぞれ Epitomics, Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 
CA, USA) から購入した。 
 KRJ-I における p-STAT3 の検出においては、KRJ-I の培地中に 10 ng/ml の rhIL-23
を添加／非添加後 30 分の時点で蛋白を抽出し、ウエスタンブロット法を行った。 
 
5) 培養細胞からの RNA抽出、RT（reverse transcription; 逆転写）-PCR（polymerase chain 
reaction; ポリメラーゼ連鎖反応） 
 培養細胞の全 RNA は、メーカーの説明に従って、TRIzol reagent (Invitrogen, Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA) および RNeasy MinElute Cleanup Kit (QIAGEN, 
Valencia, CA, USA) を用いて抽出、精製した。2 μl の全 RNA を、First-strand cDNA 
Synthesis System for the Quantitative RT-PCR Kit (Marligen Biosciences, Ijamsville, MD, 
USA) を用いて cDNA（complementary DNA; 相補的 DNA）に逆転写した。RT-PCR 解
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析には TaKaRa Ex Taq （タカラバイオ, 大津）を用い、IL-23R に特異的なオリゴヌク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー  (5'-TGCCTTGCAATCTGAACTTG-3'; 
5'-GAGCTCCCGGGAATTCTTAC-3') により IL-23R mRNA 由来の 244 塩基対 DNA 断




6) cDNAマイクロアレイと定量 PCR 法 
 KRJ-Iを 10 ng/ml の rhIL-23 存在下／非存在下で 12 時間培養後、それぞれ 5) と同
様に全 RNAを抽出し cDNAマイクロアレイを行った。マイクロアレイは、Affymetrix 
Japan（東京）製の GeneChip を用いた、クラボウ社（大阪）の受託解析サービスを利
用した。 
 その後、全 RNA は 5) と同様に cDNA に逆転写し、定量 PCR 法に使用した。定量
PCR 法には StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA) を用いた。PCR反応液（計 20 µl）の組成は以下の通りである：cDNA 1 µl、2× 
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Taqman Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) 10 µl、Taqman Gene Expression 
Assays reagent 1 µl (Applied Biosystems) 、滅菌蒸留水 8 µl。PCR 条件は以下の通りで
ある：95℃ 10 分の後、95℃ 15 秒、60℃ 1 分を 40 サイクル。内在性コントロール
としては β アクチンを用い、ΔΔCt 法による相対定量を行った。 
 
7) ELISA（emzyme-linked immunosorbent assay：固相酵素免疫検定法） 
 IL-13 は分泌蛋白であるため、培地中の濃度を測定して発現量の比較を行った。
KRJ-Iを 10 ng/ml の rhIL-23存在下／非存在下で 24時間培養後、上清を回収し、IL-13 





 IL-23 の作用と STAT3 活性化との関係を調べるために、STAT3 の阻害剤 S3I-201 
(Santa Cruz Biotechnology) を使用した 21)。KRJ-Iの培地中に 10 ng/ml の rhIL-23を添
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加し、その際 100 μmol/l の S3I-201 を同時に添加することで STAT3 の阻害を行った。 
 
9) 統計的分析 
 結果は平均値±標準偏差で示した。平均値の検定にはスチューデントの t 検定を用





1) 腸管内分泌細胞における IL-23R の発現 
 はじめに、ヒト正常腸管およびクローン病患者の腸管における免疫組織化学的検討
を行ったところ、いずれの組織においても、腸管上皮中に IL-23R 陽性細胞が散見さ






3A）。また、KRJ-Iにおける IL-23R mRNA の発現も、RT-PCR によって示された（図
3B）。 
 





における STAT3の発現は、IL-23の刺激によらず同程度に認められた（図 4）。 
 
3) KRJ-Iにおける IL-23 による SOCS3, IL-13, IL-23R の発現亢進 
 KRJ-I において、IL-23 で 12 時間刺激した際に mRNA 発現が上昇する遺伝子を、
cDNAマイクロアレイによってスクリーニングしたところ、多くの遺伝子が抽出され
た（表 1）。このうち、SOCS3、IL13、IL23R については、定量 PCR 法によって IL-23
刺激による有意な発現上昇が確認された（図 5A、5B、5C）。 
 また、ウエスタンブロット法による検討では、IL-23で9日間刺激し続けた際のKRJ-I
における SOCS3 発現の亢進が認められた（図 6A）。さらに、IL-23 で 24 時間刺激し
た際の KRJ-I培地中の IL-13濃度についても有意な上昇がみられた（図 6B）。 
 
4) STAT3阻害剤による IL23R 発現上昇の抑制 










 本研究では、KRJ-I細胞株を腸管内分泌細胞研究の in vitroモデルとして用いながら、
以下の点について明らかにした：(1) 腸管内分泌細胞における IL-23Rの発現；(2) KRJ-I
における IL-23刺激時の STAT3リン酸化；(3) KRJ-Iにおける IL-23 刺激時の SOCS3、
IL-13、IL-23Rの発現亢進；(4) KRJ-Iにおいて IL-23刺激時の IL-23R 発現亢進が STAT3
リン酸化に依存的である一方、IL-13発現亢進は STAT3リン酸化に非依存的であるこ
と。 




潰瘍性大腸炎やクローン病患者において増加しているとの報告がある 23) 24) 25) 26)。ま
た、IL-1β や大腸菌の LPS（lipopolysaccharide; リポ多糖）が EC 細胞からのセロトニ
ン分泌を促進する一方、セロトニン分泌が、マクロファージからの TNF（tumor necrosis 
factor; 腫瘍壊死因子）-α や IL-1β、IL-6といった炎症性サイトカイン産生を促すとす
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る報告もある 27)28)。このように、これまで報告されてきた EC 細胞と腸管免疫との関
係は、セロトニン分泌と関連づけられたもののみであった。 
 KRJ-I 細胞株は、EC 細胞および腸管内分泌細胞のモデルとして用いられる。KRJ-I
は、多病巣性の回腸カルチノイド腫瘍から樹立された継代細胞株である 23)。KRJ-Iが
腸管内分泌細胞の系統であることは、トランスクリプトーム解析やレセプターの解析
によって証明されている 29)。KRJ-I は、正常の EC 細胞と同様のシグナル伝達経路や
酵素活性をもち、同様の物質を産生、分泌する 30)。ゆえに、KRJ-I は EC 細胞や腸管
内分泌細胞の機能を解析する上で適切なモデルであると考えられる。 
 私は腸管内分泌細胞において IL-23R が発現していることをはじめて見出した。
IL-23Rは Th17細胞をはじめとする免疫細胞に発現しており、IL-23は「IL-23/IL-17 axis」
を通じて IBDをはじめとする多くの炎症性疾患の病態に関与すると言われてきた 3)。 






れている 31)。SOCS3は、この Jak/STAT 経路の抑制因子であり、マウスのマクロファ
ージや線維芽細胞においては活性化 STAT3 によって SOCS3 が誘導され、STAT3の過
剰な活性化を抑えていることが知られている 32) 33) 34)。腸管内分泌細胞でも、これら
の細胞と同様のシグナルが働いている可能性が示唆される。 
 興味深いことに、本研究では KRJ-Iにおいて IL-13が発現しており、IL-23刺激によ
り IL-13 の発現が亢進するという結果が得られた。IL-13 は Th2 サイトカインとして
IBDの病態に関与していることが知られている 35) 36)。例えば、IL-13は腸管上皮の透
過性亢進や密着結合の変化、腸管上皮細胞のアポトーシスを引き起こす 35)。IL-13 は










本研究のデータは、腸管内分泌細胞においても Th17 細胞と共通する IL-23 下流のシ





さらに、予想に反して、SOCS3 の発現は STAT3 阻害剤 S3I-201によって大幅に亢進し
た。S3I-201はもともと National Cancer Institute において、ハイスループットスクリー
ニングによってSTAT3のDNA結合能を選択的に抑制する物質として同定されたが 21)、
本研究のデータからは、S3I-201の STAT3抑制機能が SOCS3 の発現上昇も介している
可能性が考えられた。 
 さらに今回、Yale Universityとの共同研究により、EC 細胞とクローン病とのより直
接的な関係についても示唆された（未記載データ）。クローン病患者から分離された
EC 細胞において、IL-23R の有意な発現亢進と STAT3リン酸化の亢進がみられ、IL-13
22 
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視野像を重ね合わせた像を (D) に示す。IL-23R、CgA 共陽性の細胞が腸管上皮内に
認められた（白矢印）。CgA陽性細胞の中には、IL-23R のシグナルが比較的弱いもの





図 3 KRJ-Iにおける IL-23R の発現。(A) IL-23R 蛋白（約 71kDa）の発現はウエスタ
ンブロット法により確認された。(B) IL-23R mRNA発現は RT-PCRによって確認され












図 5 KRJ-Iにおける SOCS3、IL13、IL23R の mRNA発現。(A)(B)(C) KRJ-Iの培地中
に 10 ng/ml の rhIL-23 を添加／非添加後 12 時間における定量 PCR 法による検討結果
を示す。値は内在性コントロール β アクチンで標準化され、さらに rhIL-23 非添加時
の平均を 1 とした相対値を示している。データは平均値±標準偏差で示されている。
n=5。*p<0.05。(D) S3I-201 による mRNA 発現の変化。KRJ-Iの培地中に 10 ng/ml の
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rhIL-23 を添加し、同時に S3I-201 を添加（S3I-201(+)）／非添加（S3I-201(-)）後 12
時間における定量 PCR 法による検討結果を示す。値は内在性コントロール β アクチ
ンで標準化され、さらに S3I-201 非添加時を 1 とした相対値を示している。データは





図 6 KRJ-Iにおける SOCS3、IL-13の蛋白発現。(A) SOCS3 の蛋白発現はウエスタン
ブロット法により検討した。KRJ-Iの培地中に 10 ng/ml の rhIL-23 を添加し、これを 9
日間維持し続けた場合（右レーン）、rhIL-23 を添加しない場合（左レーン）と比較し
てより強いシグナルが認められた。(B) KRJ-Iによる IL-13分泌量。KRJ-Iの培地中に






遺伝子の略称 遺伝子の一般的名称 発現比 
PNLIPRP2 pancreatic lipase-related protein 2 51.984 
ZNF771 zinc finger protein 771 42.224 
PTRF polymerase I and transcript release factor 36.758 
DAB2 disabled homolog 2, mitogen-responsive phosphoprotein  34.297 
IL23R interleukin 23 receptor 27.858 
LOC257358 hypothetical LOC257358 25.992 
EDIL3 EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3 19.698 
PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 18.379 
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 16 
C11orf30 chromosome 11 open reading frame 30 14.929 
CELF5 CUGBP, Elav-like family member 5 12.126 
FLJ36665 hypothetical protein FLJ36665 9.8492 
LOC283731 hypothetical LOC283731 7.4643 
VSIG10 V-set and immunoglobulin domain containing 10 5.6569 
CROCCP3 ciliary rootlet coiled-coil, rootletin pseudogene 3 4.9246 
LOC100240734 hypothetical LOC100240734 3.7321 
DLEU2 deleted in lymphocytic leukemia 2 2.8284 
IGHV3OR16-14 immunoglobulin heavy variable 3/OR16-14 pseudogene 2.639 
CRABP1 cellular retinoic acid binding protein 1 2.639 
TRA2A Transformer 2 alpha homolog 2.2974 
NMT1 N-myristoyltransferase 1 2.2974 
HPS3 Hermansky-Pudlak syndrome 3 1.8661 
MYO7A myosin VIIA 1.7411 
CDKAL1 CDK5 regulatory subunit associated protein 1-like 1 1.7411 
CCNL1 cyclin L1 1.6245 
LOC100130557 hypothetical LOC100130557 1.6245 
KIAA0174 KIAA0174 1.5157 
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MAP4K4 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4 1.5157 
RFX4 regulatory factor X, 4 1.5157 
LOC643749 hypothetical LOC643749 1.5157 
IL13 interleukin 13 1.4142 
MRPS11 mitochondrial ribosomal protein S11 1.4142 
C7orf30 chromosome 7 open reading frame 30 1.4142 
HOXC6 homeobox C6 1.3195 
CDC14A CDC14 cell division cycle 14 homolog A 1.3195 
WDR83 WD repeat domain 83 1.3195 
PVRIG poliovirus receptor related immunoglobulin domain containing 1.3195 
C16orf93 chromosome 16 open reading frame 93 1.3195 
TBC1D9B TBC1 domain family, member 9B  1.2311 
ALKBH6 alkB, alkylation repair homolog 6 1.2311 
CDC20 cell division cycle 20 homolog 1.1487 
表 1  KRJ-I細胞株において IL-23 刺激により発現が上昇する遺伝子をマイクロアレ
イにより検討した。p 値が 0.002 よりも小さいもののみを抽出し、発現比順に上位 50
遺伝子を列挙した。 
